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摘要 : Wolbachia 是 广泛 分 布 于 闻 胶 动物 体内 的 一 类 共生 细菌 。 采 用 16S rDNA 特异 片段 的 PCR-RFLP 方法 对 烟 粉 各 
Bemisia tabaci( Gennadius ) 不同 生物 型 及 米 峨 Corcyra cephalonica( Stainton ) 共生 菌 Wolbachia 进行 了 检测 与 分 型 分 析 。 
基于 wsp 基因 对 烟 粉 融 共 生 菌 B 组 Wolbachia 以 及 米 蛾 共生 责 Wolbachia 进行 了 系统 树 分 析 , 并 对 相应 的 
Wolbachial6S rDNA 特异 片段 进行 了 克隆 、 测 序 以 及 序列 比 对 。 结 采 表 明 :16S rDNA 的 特异 片段 经 Nhe I 酶 切 后 RFLP 
图 谱 可 有 效 检 测 与 鉴别 Wolbachia。 烟 粉 避 共 生 菌 Wolbachia 的 16S rDNA 特异 片段 经 Vsp 工 酶 切 后 可 得 到 预期 RFLP 
图 谱 , 而 米 蛾 共生 菌 B 组 Wolbachia (基于 wsp 序列 分 析 为 B 组 ) 则 产生 不 同 的 RFLP 图 谱 。 序 列 分 析 表 明 , Nauru 型 
烟 粉 乱 体 内 了 B 组 Wolbachia 的 16S rDNA 片段 序列 与 已 知 B 组 Wolbachia 对 应 序列 (DQ278884 ) 同 源 性 为 100% ; 米 蛾 
体内 B 组 Wolbachia 16S rDNA 特异 片段 有 碱 基 变 异 ,并 存在 于 Jp 工 识别 位 点 内 ,这 是 导致 Vsp 工 酶 切 后 RFLP 图 谱 不 
同 的 原因 。 结 果 提 示 ,B 组 Wolbachia 16S rDNA 特异 片段 经 Vsp 工 酶 切 的 RFLP 图 谱 存 在 多 态 性 。 本 研究 结果 可 为 今 
后 Wolbachia 的 检测 与 分 型 提供 借鉴 。 
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Abstract: Wolbachia are intracellular bacteria widely infecting the arthropod species. In this study, the 16S 
rDNA specific fragment for Wolbachia was digested with endonucleases Nhe I[ and Vsp I[, respectively, to 
detect and determine the type of Wolbachia within different biotypes of Bemisia tabaci ( Gennadius) and 
Corcyra cephalonica (Stainton). The phylogenetic analysis of the B-type Wolbachia within B. tabaci and 
that within C. cephalonica was carried out based on the wsp gene. The 16S rDNA fragments of the 
corresponding Wolbachia were cloned, sequenced and analyzed. The results showed that the 16S rDNA 
fragments digested with Nhe | can be used to detect Wolbachia. The RFLP patterns of 16S rDNA digested 
with Vsp | of Wolbachia within B. tabaci were consistent with the expected, while within C. cephalonica 
not. The sequence analysis showed that genetic variation occurred within 16S rDNA fragment for B-group 
Wolbachia within C. cephalonica, which resulted in a different RFLP pattern from that of B. tabaci biotype 
Nauru. The results suggest that the RFLP pattern with sp I for B group Wolbachia is polymorphic. The 
procedure developed here may facilitate the future research on the Wolbachia detection and itype 
determination. 
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Wolbachia 属 是 广泛 分 布 于 节 胶 动物 体内 的 一 pipiens 的 生殖 组 织 里 首次 发 现 ,但 直到 20 世纪 70 
类 共生 细菌 。 该 共生 菌 于 1924 年 在 尖 首 库 蚁 Culex ”年 代 才 引起 人 们 的 广泛 关注 (Stouthamer et al.， 
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1999 ) 。Wolbachia 能 够 诱导 其 答 主 产生 胞 质 不 亲 和 
(CI)、 孤 上 肉 生 殖 (PI)、 上 肉 性 化 或 杀 雄 等 现象 
( Werren, 1997; Stouthamer et al., 1999 ) 。 此 外 ， 
Wolbachia 对 和 宿主 种 群 适合 度 ( 褚 栋 等 ,2005b ) 以 及 
线粒体 遗传 学 ( Hurst and Jiggins ,2005 ) 等 方面 也 有 
影响 。 因 此 , Wolbachia 检测 及 快速 分 型 技术 对 于 该 
共生 菌 的 生物 学 有 影响 及 其 利用 等 研究 具有 重要 的 理 
论 意 义 与 指导 价值 。 

当前 ,以 PCR 为 基础 的 分 子 检测 技术 成 为 了 
Wolbachia 分 布 及 其 多 样 性 研究 的 有 用 工具 ( 化 鹏 和 
沈 伍 锐 ,2002)。 以 16S rDNA 和 fs Z 基因 进行 系统 
发 育 分 析 可 将 Wolbachia 分 为 6 个 组 群 ,其 中 A 和 B 
组 群 只 存在 于 节肢 动物 体内 (Werren et al.,1995 ;Lo 
et ul.,2002 ) 。 相 对 于 16S rDNA 等 非 编 码 区 和 fts Z 
基因 区 的 诊断 技术 ,以 编码 Wolbachia 表面 蛋白 的 基 
wsp 为 目标 区 段 的 诊断 技术 其 准确 性 更 高 ( 鸡 鹏 
和 沈 佐 锐 ,2002)。 但 近年 来 的 研究 表明 ,与 wsp 的 
引物 相 比 ,基于 Wolbachia 16S rDNA 的 特异 引物 更 
加 灵敏 (Li ei ol.,2007; 郭 晓 鹏 和 李 正 西 ,2008; 林 焊 
真 和 李 正 西 ,2008) ,并 且 较 之 前 的 研究 (Zchori-Fein 
and Brown, 2002; Nirgianaki ei al., 2003; 褚 栋 等 ， 
200S$a ; 陀 永 明和 刘 树 生 ,2005 ; Chiel et al.,2007 ) 在 
技术 上 有 了 很 大 的 改进 。 这 些 不 断 发 展 的 技术 与 方 
法 为 Wolbachia 的 深入 研究 提供 了 有 力 工具 。 

最 近 的 研究 表明 ,利用 基于 Wolbachia 16S 
rDNA 的 特异 引物 并 配合 限制 性 内 切 酶 Nhe | 和 
Vsp 工 进 行 双 酶 切 的 方法 可 检测 并 区 分 感染 的 
Wolbachia 的 不 同 组 群 (L et al.,2007 ; 郭 晓 鹏 和 李 正 
西 ,2008; 林 焊 真 和 李 正 西 ,2008)。 上 述 研 究 指 出 ， 
Wolbachia 的 16S rDNA 特异 片段 经 Nhe I 酶 切 后 出 
现 2 条 带 ;A 组 群 Wolbachia 经 Vsp I 酶 切 后 ,可 出 
现 1 条 带 (314 bp) ,而 B 组 群 Wolbachia 经 Vsp 工 酶 
切 后 则 会 出 现 3 条 带 (164 ,94 ,56 bp) 。 

本 人 研究 在 Li 等 (2007) 的 研究 基础 上 ,采用 
Wolbachia 16S rDNA 的 特异 引物 对 烟 粉 乱 Bemisia 
idbacr ( Gennadius ) 不 同 生 物 型 和 米 蛾 Corcyra 
cephalonica( Stainton) 进行 了 检测 ,并 分 别 利用 内 切 
酶 Nhe 1 和 Vsp I 对 特异 片段 进行 进一步 鉴定 和 分 
型 研究 ,结果 发 现 米 蛾 共生 菌 Wolbachia 16S rDNA 
特异 片段 经 Vsp 工 酶 切 后 的 RFLP 图 谱 不 同 于 预期 
图 谱 。 在 此 基础 上 ,基于 Wolbachia 的 wsp 基因 对 烟 
粉 乱 共 生 菌 B 组 Wolbachia 以 及 米 蛾 共生 菌 
Wolbachia 进行 了 系统 树 分 析 , 并 对 相应 的 
Wolbachia 16S rDNA 特异 片段 进行 了 克隆 测序 以 及 


序列 比 对 。 结 果 提 示 ,B 组 Wolbachia 16S rDNA 经 
Vsp 工 酶 切 后 RFLP 图 谱 存 在 多 态 性 。 该 方面 的 研 
究 结 采 对 将 来 Wolbachia 的 检测 及 分 型 研究 提供 了 
借鉴 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 虫 源 

本 研究 所 采用 的 烟 粉 乱 Bemisia itabaci 
(Gennadius)(B 型 、Q 型 及 Nauru 型 ) 成 虫 置 无 水 乙 
醇 ,浸泡 于 离心 管 中 , 于 -20Y 保存 备用 。 利 用 线 粒 
体 细胞 色素 氧化 酶 [ (mt COI)( 褚 栋 等 ,2005e) 对 
烟 粉 乱 生 物 型 进行 了 鉴定 ,其 中 Nauru 型 烟 粉 乱 由 
国立 台湾 大 学 谢 志 宏 博 士 提供 。 米 蛾 Corcyra 
cephalonical Stainton ) 来 自 本 实验 室 , 用 麦 落 和 玉米 
面 饲养 。 
1.2 基于 Wolbachia 16S rDNA 的 PCR 扩 增 及 酶 
切 分 型 

单 头 烟 粉 乱 及 米 蛾 DNA 的 提取 方法 参照 褚 栋 等 
(2005c)。 烟 粉 融 及 米 蛾 内 共生 菌 Wolbachia 的 检测 方 
法 参照 Li 等 (2007) ,利用 Wolbachia 16S rDNA 的 特异 
引物 16S 315f(5'’-GCATGAGTGAAGAAGGCC-3') 与 16S 
628r(5'-AGATAGA CGCCTTCGCCA-3') 进 行 PCR 扩 增 。 
有 反应 体系 中 ,以 dd HO 蔡 代 DNA 模板 作为 PCR 的 空 
日 对 照 。PCR 产物 用 2% 斑 脂 糖 (1 xTAE) 电泳 检测 
后 ,分 别 利用 内 切 酶 Nhe I 和 Vsp [进行 酶 切 分 析 , 酶 切 
产物 用 2% 球 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。NVue I 酶 切 图 谱 可 确 
定 是 否 为 Wolbachia ,Vsp [ 酶 切 图 谱 可 对 Wolbachia 进行 
分 型 以 确定 Wolbachia 的 组 群 。 利 用 此 方法 对 台湾 
Nauru 型 烟 粉 乱 种 群 (25 头 ) 、13 个 国外 烟 粉 乱 种 群 ( 包 
括 B 型 和 Q 型 , 共 102 头 ) 和 米 蛾 (158 头 ) 个 体 的 内 共 
生 阔 进行 了 扩 增 以 及 酶 切 分 型 。 
1.3 ”Wolbachia wsp 基因 的 PCR 扩 增 测序 及 序列 
分 析 

利用 Wolbachia wsp 基因 的 特异 引物 81F 与 
691R(Zhou et al.,1998 ) 扩 增 单 头 烟 粉 乱 、 米 蛾 体内 
Wolbachia。PCR 反应 程序 参考 Zhou 等 (1998 ) 。 
PCR 反应 体系 为 23 pL, 含 2.5 pL 反应 缓冲 液 ， 
1.25 U Taq 酶 , 2 mmol/L MgCl,, 0. 35 mmol/L 
qdNTP ,引物 (81F,691R ) 分别 2 pmol/L, 模 板 DNA 
为 1 nL, 用 ddH,0O 定 容 至 25 pL。 取 5 pL PCR 产 
物 用 1% 琢 脂 糖 (1 xTAE) 电 泳 检测 ,将 上 日 的 片段 纯 
化 后 下 接 测 序 。 由 于 米 蛾 (158 头 ) 共生 茵 
Wolbachia 16S rDNA 的 特异 片段 经 内 切 酶 Vp 工 酶 
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切 后 的 RFLP 图 谱 一 致 ( 均 产 生 2 条 市 ) ,所 以 随机 
分 别克 隆 2 头 米 蛾 共生 菌 的 wsp 基因 并 测序 ,并 元 
隆 测序 2 头 Nauru 型 烟 粉 乱 B 组 Wolbachia wsp 基 
因 作为 对 照 。 

下 载 GenBank 中 已 知 A 组 与 BB 组 Wolbachia 不 
同 亚 组 群 wsp 基因 序列 ( 除 Pip 亚 组 取 2 条 序列 外 ， 
每 个 亚 组 仅 取 1 条 序列 ), 利 用 Clustal W 软件 
(Thompson ei al., 1994 ) 进行 序列 比 对 后 , 利用 
MEGA4.1 软件 (Tamura et al.,2007 ) 根据 Kimura 2- 
paramter 模型 计算 出 不 同 Wolbachia 的 遗传 距离 ; 采 
用 Kimura 2-paramter 模型 ,最 小 进化 法 (ME ) 和 邻 位 
法 (NJ) 构建 系统 树 , 系统 树 各 分 文 的 置信 和 度 
( bootstrap ) 均 进 行 1 000 次 的 重复 检验 。 
1.4 ”Wolbachia 16S rDNA 克隆 测序 与 分 析 

由 于 米 蛾 体内 Wolbachia 经 Vp 工 酶 切 后 的 
RFLP 图 谱 不 同 于 预期 的 图 谐 。 因 此 ,将 Nauru 型 烟 
粉 乱 B 组 Wolbachia、 米 蛾 体内 Wolbachia 的 16S 
rDNA 的 特异 片段 进行 了 克隆 测序 。 步 又 如 下 : 
Nauru 型 烟 粉 乔 、. 米 蛾 体内 Wolbachia 的 16S rDNA 
特异 片段 在 紫外 灯 下 切割 回收 ,纯化 后 与 pMD18-T 
载体 | 宝生 物 工程 ( 大连) 有 限 公 司 ] 连接, 然后 将 连 
接 产 物 与 感受 态 细胞 (JM109) (北京 全 式 金 生物 技 
术 有 限 公 司 ) 进行 热 激 转 化 。 转 化 子 于 含 氨 谅 抗 性 
的 LB 培养 基 上 倒置 培养 ,只 选 阳性 殉 隆 。 序 列 测 
定 由 山东 省 农业 科学 院 高 新 技术 研究 中 心 测序 室 完 
成 。 将 所 获得 的 序列 与 报道 的 A 组 Wolbachia 序列 
(DQ、Q278885 ) 、B 组 Wolbachia 序列 (DQ278884 ) 一 
起 ,利用 Clustal W 软件 (Thompson et al.,1994 ) 进行 
序列 比 对 后 ,利用 MEGA4. 1 软件 (Tamura et al.， 
2007 ) 进行 同 源 性 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 基于 Wolbachia 16S rDNA 的 分 子 检测 与 分 型 

利用 Wolbachia 16S rDNA 的 特异 引物 16S 31Sf/ 
16S 628r 检测 烟 粉 可 不 同 生物 型 和 米 蛾 Wolbachia 感 
染 情况 ,可 产生 预期 PCR 产物 (314 pp ) 。 烟 粉 乔 不 
同 生物 型 及 米 蛾 体内 扩 增 的 Wolbachia (无论 A 组 还 
是 B 组) 片段 经 内 切 酶 Nhe I 酶 切 可 产生 2 条 带 (220 
和 94 bp) ,从 而 可 验证 预期 PCR 产物 来 自 Wolbachia。 
多 数 情 况 下 ,如 预期 结果 相似 , 烟 粉 乔 体 内 Wolbachia 
经 内 切 酶 Vsp I 酶 切 后 ,可 出 现 1 条 带 (314 bp) 与 3 条 
带 (164 ,94 和 6 bp) 两 种 类 型 ,这 表明 Wolbachia 分 
别 为 A 和 B 组 群 ;其 中 Nauru 型 烟 粉 乱 Wolbachia 均 
为 B 组 。 而 以 米 蛾 体内 Wolbachia 16S rDNA 经 内 切 


酶 Vsp I 酶 切 后 RFLP 图 谱 不 同 于 上 述 两 种 情况 ,而 是 
只 产生 2 条 市 (图 1)。 
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图 1 烟 粉 融 及 米 蛾 Wolbachia 16S rDNA 
PCR-RFLP 分 析 图 谱 ( Vsp 工 酶 切 ) 
Fig.1 16S rDNA (Vsp I digested) PCR-RFLP patterns 

(Vsp I digested) of Wolbachia within 

Bemisia tabaci and Corcyra cephalonica 
1 -5: 烟 粉 乱 Wolbachia 16S rDNA PCR-RFLP 图 谱 16S rDNA PCR- 
RFLP pattern of Wolbachia within B. tabaci; 6 -7: 米 蛾 Wolbachia 16S 
rDNA PCR-RFLP 图 谱 16S rDNA PCR-RFLP pattern of Wolbachia 
within C. cephalonica; M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight 
Marker. 


2.2 基于 wsp 基因 Wolbachia 的 序列 分 析 

将 Nauru 型 烟 粉 乱 体 内 B 组 Wolbachia 
(CenBank 登录 号 为 了 JS$4$746 了 JS4S748 ) 和 米 蛾 体 
内 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 (GenBank 登录 号 为 
FJS$4S74$ 、FJ545747 ) 与 GenBank 中 已 知 Wolbachia 
wsp 基因 序列 遗传 距离 分 析 ( 结 末 未 显示 ) 表 明 : 来 
自 Nauru 型 烟 粉 乱 的 Wolbachia 与 B 组 Con/Rug 亚 
组 的 AJ291372wBtabl 相似 度 达 100% ; 米 蛾 体内 
Wolbachia 与 B 组 Pip 亚 组 的 AF0200$9wAlbB 以 及 
AF217717wTabB1 相似 度 最 高 ,相似 度 在 98. 3% ~ 
98.9% 之 间 。 最 小 进化 法 (ME ) 构 建 系统 树 ( 图 2) 
表明 ,Nauru 型 烟 粉 乱 和 米 蛾 体内 Wolbachia 分 别 属 
于 B 组 Con/Rug 亚 组 、 Pip 亚 组 。 邻 位 法 (NJ) 构 建 
的 系统 树 也 得 到 相似 结果 。 
2.3 Wolbachia 16S rDNA 序列 分 析 

将 Nauru 型 烟 粉 乱 体 内 了 B 组 Wolbachia 克隆 测 
序 得 到 的 序列 (GenBank 登录 号 为 FJ545749 ) 与 报 
道 的 A 组 Wolbachia 序列 (DQ27888$ ) 、B 组 
Wolbachia 序列 (DQ278884) 相 比 较 , 同 源 性 分 别 为 
96.7% 和 100% , 米 蛾 体内 B 组 Wolbachia( GenBank 
登录 号 为 FJ545750 ) 与 A 组 Wolbachia 序列 
(DQO278885) 和 B 组 Wolbachia 序列 (DO278884) 同 
源 性 分 别 为 96% 和 99.4% 。 

感染 米 蛾 的 B 组 Wolbachia 相对 于 已 知 B 组 
Wolbachia 序列 (DQ278884) 以 及 Nauru 型 烟 粉 乱 体 内 B 
组 Wolbachia ,除了 第 工 个 碱 基 发 生变 异 外 ,第 163 个 碱 
基 也 发 生 了 变异 , 即 A 一 C。 此 变异 碱 基 在 内 切 酶 Vsp I 
的 识别 位 点 内 (图 3)。 因 此 , 米 蛾 B 组 Wolbachial6S 
rDNA 片段 Vsp I 酶 切 后 只 产生 2 条 带 (220 和 94 bp)。 
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图 2 基于 wsp 基因 利用 最 小 进化 法 (ME) 构 建 不 同 亚 组 Wolbachia 的 系统 树 
Fig. 2 Phylogenetic trees of Wolbachia by ME method based on wsp sequences 


DEQ278885 GCG CGT AGG CGG 
DQ2788814 GCG CGT AGG CTG 
Nauru-Wol GCG CGT AGG CTGO 
Ccep-Wol GCG CGT AGG CTG 


ATT AGT AAG TTA AAA GTG 
ATT AAT AAG TTA AAA GTIG 
ATT AAT AAG TTA AAA GTIG 
GTT AAT AAG TTA AAA GTG 


图 3 烟 粉 融和 米 蛾 Wolbachia 16S rDNA 序列 与 已 知 序列 的 比较 
Fig. 3 Comparison on 16S rDNA sequences of Wolbachia within Bemisia tabaci, Corcyra cephalonica and known sequences 
DQ、Q278885 和 DQ、Q278884 分 别 为 Wolbachia A 组 和 B 组 ;Nauru-Wol 和 Cecep-Wol 分 别 为 Nauru 型 烟 粉 剧 和 米 蛾 Wolbachia; 粗 体 字 标注 为 内 切 酶 
Vsp 工 的 识别 位 点 。DQ278885 and DQ278884 belong to Wolbachia groups A and B, respectively, Nauru-Wol and Cecep-Wol come from Bemisia tabaci 


biotype Nauru and Corcyra cephalonica, respectively. The recognition site of Vsp | is marked in bold type. 


3 ”结论 与 讨论 


已 有 报道 表明 ,基于 Wolbachia 16S rDNA 的 特 
异 引物 16S 315f/16S 628r 的 PCR 扩 增 常 产生 339 
pp 的 PCR 产物 (Li et al.,2007) ,在 本 研究 中 ,我 们 
使 用 2% 的 营 脂 糖 电 泳 可 以 区 分 目的 片段 (314 bp) 
与 这 条 339 bp 的 非 目的 片段 。 同 时 ,利用 16S rDNA 
的 特异 片段 经 Nhe 工 酶 切 后 的 RFLP 图 谱 可 证 实 扩 
增 片 段 是 目的 片段 。 使 用 此 方法 与 wsp 基因 特异 引 


物 (81F 与 691R) (Zhou et al.,1998 ) 检测 的 方法 对 
13 个 大 陆 烟 粉 乱 种 群 的 125 头 个 体 (B 型 79 头 \Q 
型 46 头 ) 检 测 结果 ( 竺 发表) 表明 ,相对 于 wsp 基因 
的 检测 方法 ,16S rDNA 的 特异 片段 确实 能 够 提高 对 
Wolbachia 的 感染 率 。 

本 研究 表明 , 仅 利用 Vsp [进行 酶 切 后 的 RFLP 图 
谱 可 确定 Wolbachia 是 属于 A 组 群 还 是 B 组 群 , 即 :A 
组 群 Wolbachia 酶 切 后 可 出 现 1 条 带 (314 bp),B 组 
群 Wolbachia 酶 切 后 会 出 现 3 条 带 (164, 94, 56 bp)。 


586 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 52 卷 


表 1 本 研究 中 使 用 的 不 同 亚 组 Wolbachia 的 参考 序列 


Table 1 The reference sequences of Wolbachia subgroups used in the study 


组 群 亚 组 群 GenBank 登录 号 
Group Subgroup GenBank accession no. 
A Mel AF020072 
AlbA AF020058 
Mors AF020079 
Riu AF020070 
Uni AF020071 
Haw AF020068 
Fap AF020082 
Aus AF020077 
B Pip AF020059 
Con/Rug AJ291372 
pm AF237884 
Btab2 AJ291379 
Ten-B1 AF217725 
Btabl AJ291378 
Cmbi AJ291387 
Div AF071916 
Sem AF245162 
Dei AF020084 
Sib AF071923 
Pip AF217717 
Fus-B1 AF217724 
AbipY AJ130714 
AbipZ AJ130715 
Asc AF295354 
Bre AJ276609 
Ase AJ269475 
Vul AF071917 
For AF071918 
CauB AF020076 


编码 参考 文献 

Code References 
AF020072wMel Zhou et al., 1998 
AFO20058wAIbA Zhou et al., 1998 
AFO20079wMors Zhou et al., 1998 
AFO20070wRiu Zhou et al., 1998 
AFO20071wUni Zhou et al., 1998 
AFO20068wHaw Zhou et al., 1998 
AFO20082wPap Zhou et al., 1998 
AFO20077wAus Zhou et al., 1998 
AFO20059wAlbB Zhou et al., 1998 
AJ291372wBtabl Nirgianaki et al., 2003 
AF237884wPrm Nirgianaki et al., 2003 
AJ291379wBtab8 Nirgianaki et al., 2003 


AF217725wTen-Bl 


AF217724wFus-Bl 


Nirgianaki et al., 2003 


AJ291378wBtab7 Nirgianaki et al., 2003 
AJ291387wCmbi Nirgianaki et al., 2003 
AFO71916wDiv Nirgianaki et al., 2003 
AF245162wSem Nirgianaki et al., 2003 
AFO20084wDei Nirgianaki et al., 2003 
AFO71923wSib Nirgianaki et al., 2003 
AF217717wTabB1 Nirgianaki et al., 2003 


Nirgianaki et al., 2003 





AJ130714wAbipY Nirgianaki et al., 2003 
AJl130715wAbipZ Nirgianaki et al., 2003 
AF293334wAsc Nirgianaki et al., 2003 
AJ276609wBre Nirgianaki et al., 2003 
AJ269473wAse Nirgianaki et al., 2003 
AFO71917wVul Nirgianaki et al., 2003 
AF071918wFor Nirgianaki et al., 2003 
AFO20076wCauB Nirgianaki et al., 2003 


这 种 Wolbachia 分 型 方法 可 快速 有 效 地 检测 
Wolbachia 并 鉴别 该 共生 菌 的 组 群 。 利 用 上 述 
Wolbachia 16S rDNA 的 Vsp 工 酶 切 图 谐 对 13 个 国外 
B 型 \Q 型 烟 粉 剧种 群 (102 涉 ) 和 米 蛾 (158 头 ) 个 
体 的 内 共生 菌 进 行 了 扩 增 以 及 酶 切 分 型 ( 待 发 表 ) 
的 结果 表明 , 烟 粉 乔 体 内 Wolbachia 存在 A 和 B 组 
群 2 种 类 型 。 而 米 蛾 (1S$8 头 ) 体 内 了 B 组 opacpia 
(基于 wsp 序列 鉴定 ) 的 16S rDNA 经 内 切 酶 Vsp 
酶 切 后 RFLP 图 谱 均 不 同 于 上 述 两 种 情况 , 均 只 产 
生 2 条 市 。 


本 研究 进一步 分 析 发 现 , 米 蛾 体内 的 B 组 
Wolbachia 16S rDNA 的 特异 片段 存在 碱 基 变异 ,而 
是 变异 碱 基 存 在 于 内 切 酶 Vp I 的 识别 位 点 中 ,从 
而 导致 fp | 酶 切 图 谱 不 同 于 Nauru 型 烟 粉 我 体内 
B 组 Wolbachia 的 酶 切 图 谐 。 这 表明 ,B 组 Wolbachia 
的 16S rDNA 特异 片段 经 Vsp 工 酶 切 的 RFLP 图 谱 存 
在 多 态 性 。 这 是 否 是 B 组 Pip 亚 组 Wolbachia 特有 
的 变异 还 有 待 于 对 更 多 不 同 亚 组 Wolbachia 16S 
rDNA 特异 卢 段 进一步 研究 。 
近年 来 , 随 着 生物 技术 的 进步 , 对 Wolbachia 的 
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检测 技术 已 取得 了 重要 进展 ,如 Wolbachia 的 PCR 
分 子 检测 和 分 型 技术 等 ( 八 鹏 和 沈 佐 锐 ,2002 ;Li et 
al.，2007 ) 。 本 文 研究 结果 可 为 今后 Wolbachia 的 检 
测 与 鉴定 提供 借鉴 。 


致谢 ”台湾 大 学 谢 住 宏 博 士 为 实验 提供 了 Nauru 型 
烟 粉 乱 ,中 国 农业 大 学 李 正 西 博士 为 Wolbachia 的 分 
型 技术 存在 的 问题 提出 了 宝贵 意见 。 
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